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57© Resumen:
Utilización de cepas de Torulaspora delbrueckii en la pro-
ducción de masas dulces.
La presente invención consiste en la utilización de cepas
de Toulaspora delbrueckii en la producción de masas dul-
ces congeladas. Estas cepas presentan un crecimiento
rápido y alto rendimiento de biomasa en medios de me-
laza, acoplado a una buena capacidad fermentativa en
masas dulces y saladas, tanto frescas como congeladas.
Además, la utilización de estas cepas tiene ventajas adi-
cionales, ya que una sola cepa puede ser utilizada en dife-
rentes tipos de formulaciones panarias, incluidas aquéllas
que contienen sal.
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DESCRIPCION
Utilizacio´n de cepas de Torulaspora delbrue-
ckii en la produccio´n de masas dulces.
Sector de la te´cnica
Industria alimentaria. Produccio´n de masas
dulces y saladas. La presente invencio´n consiste
en la utilizacio´n de cepas de Torulaspora delbrue-
ckii en la produccio´n de masas dulces congela-
das. Estas cepas, adema´s de resistencia a la con-
gelacio´n, presentan un buen poder fermentativo
en formulaciones con un elevado contenido en sa-
carosa.
Estado de la te´cnica
La capacidad de las levaduras de panader´ıa
para enfrentarse a diferentes condiciones de estre´s
es un factor clave en muchas aplicaciones comer-
ciales. Uno de los retos ma´s extremos para las le-
vaduras es la alta presio´n osmo´tica encontrada en
masas dulces (Attﬁeld, 1997; Randez-Gil y col.,
1999). Estos productos contienen hasta un 30%
de sacarosa, a menudo combinado con grasa, le-
che y sal, lo que contribuye a reducir la actividad
de agua en la masa.
La exposicio´n a estre´s osmo´tico supone una
ra´pida deshidratacio´n celular que limita el cre-
cimiento y la capacidad de produccio´n de gas
(Blomberg y Adler, 1992; Hohmann, 1997). Co-
mo consecuencia de ello, el tiempo de fermenta-
cio´n se alarga y el volumen del producto ﬁnal
disminuye (Myers y col., 1997). Esta situacio´n
se ve empeorada en masas dulces congeladas, ya
que el proceso de congelacio´n y descongelacio´n
reduce notablemente la actividad de agua. Ade-
ma´s, el almacenamiento en congelacio´n tiene un
efecto negativo en el proceso de paniﬁcacio´n, de-
bido al dan˜o celular por crecimiento de los crista-
les de hielo (Gelinas y col., 1993; Hatano y col.,
1996). Para resolver estos problemas es comu´n en
la pra´ctica panadera aumentar la dosis de levadu-
ra en masas dulces y masas dulces congeladas. Sin
embargo esta pra´ctica incrementa el coste del pro-
ceso y afecta de forma negativa al sabor y textura
del producto. En este sentido, se han llevado a
cabo numerosos esfuerzos para desarrollar nuevas
cepas de levadura con mayor poder fermentativo
en masas congeladas (EP0921190, EP0838520 A3,
EP0196233, JP5064581, JP3285673, EP1036841).
Sin embargo, la mayor´ıa de estas cepas no han
sido evaluadas para otras propiedades de intere´s
en paniﬁcacio´n o no cumplen los principales re-
quisitos de una levadura de panader´ıa comercial.
Una caracter´ıstica importante que inﬂuye en
la capacidad fermentativa de una levadura desti-
nada a elaborar masas dulces es su nivel de acti-
vidad invertasa. Esta enzima cataliza la hidro´lisis
de sacarosa en glucosa ma´s fructosa, lo cual incre-
menta la presio´n osmo´tica. Por ello, cepas de le-
vadura de panader´ıa con baja actividad invertasa
han sido seleccionadas para la produccio´n de ma-
sas dulces (US5801049). Estas cepas son o´ptimas
para la elaboracio´n de masas con una baja con-
centracio´n de sacarosa (<10%). Ahora bien, es-
tas cepas no muestran osmotolerancia intr´ınseca
y en condiciones de alta presio´n osmo´tica, su ac-
tividad fermentativa se ve inhibida.
Por otra parte, la incorporacio´n de sal (2%) a














cionales sobre la capacidad fermentativa de la le-
vadura. La acumulacio´n de sodio y cloro en el ci-
tosol es nociva para muchos sistemas enzima´ticos.
Este efecto to´xico se observa a concentraciones
intracelulares de Na+ y Cl− de 50-100 mM, infe-
riores a las concentraciones requeridas para pro-
ducir estre´s osmo´tico (Serrano y col., 1997). Las
concentraciones consideradas nocivas se alcanzan
fa´cilmente en la levadura, dada la baja actividad
de agua en masas dulces, lo que incrementa la
concentracio´n efectiva de estos iones. Por todo
ello, una cepa industrial destinada a la elabo-
racio´n de masas dulces debe exhibir osmotoleran-
cia y resistencia a la toxicidad del sodio. A pesar
de los numerosos esfuerzos, en la actualidad no
se dispone de ninguna cepa que cumpla con estos
dos requisitos.
La capacidad de fermentar una masa panaria,
no es exclusiva de Saccharomyces cerevisiae. Le-
vaduras como Zigosaccharomyces, Pichia o Toru-
laspora han sido aisladas de masas fermentadas de
arroz o de centeno (Almeida y Pais, 1996). Una
de estas levaduras, en particular T. delbrueckii, es
empleada de forma comercial en Japo´n para la fer-
mentacio´n panaria. Cepas tolerantes a la conge-
lacio´n de T. delbrueckii (JP5244934, JP6078754,
EP0268012A1) T. pretoriensis y Kluyveromyces
thermotolerants han sido aisladas y caracteriza-
das como adecuadas para masas congeladas. Sin
embargo, la mayor´ıa de estas cepas no han sido
extensamente evaluadas o no cumplen requisitos
importantes para su posterior comercializacio´n.
Descripcio´n de la invencio´n
Breve descripcio´n
La presente invencio´n supone una importante
mejora en el proceso productivo de masas dulces
frescas y congeladas, basado en la utilizacio´n de
cepas de Torulaspora delbrueckii. La utilizacio´n
de las cepas de Torulaspora delbrueckii descritas
en esta invencio´n para el proceso de produccio´n
de masas dulces frescas y congeladas, ha sido rei-
vindicado en la presente invencio´n.
Las cepas de Torulaspora delbrueckii descri-
tas en esta invencio´n cumplen los requisitos ma´s
importantes de una cepa de uso comercial en pa-
niﬁcacio´n: crecimiento ra´pido y alto rendimiento
de biomasa en medios de melaza, acoplado a una
buena capacidad fermentativa en masas dulces y
saladas, tanto frescas como congeladas. Estas ca-
racter´ısticas responden a las demandas de los pro-
ductores y consumidores de este tipo de masas.
Adema´s, la utilizacio´n de estas cepas tiene ven-
tajas adicionales, ya que una sola cepa puede ser
utilizada en diferentes tipos de formulaciones pa-
narias, incluidas aque´llas que contienen sal. La
utilizacio´n de estas cepas que presentan una alta
capacidad fermentativa, tanto en masas dulces
como en masas saladas, y que por tanto evitan
la necesidad de emplear cepas distintas para el
proceso de produccio´n de cada uno de estos dos
tipos de masas, ha sido reivindicada en la presente
invencio´n.
Estas cepas de T. delbrueckii han demostrado
su capacidad fermentativa en masas dulces que
contienen ingredientes como leche, huevo, marga-
rina o emulgentes. La utilizacio´n de estas cepas
en este tipo de masas ha sido tambie´n reivindi-
cada en la presente invencio´n.
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Descripcio´n detallada de la invencio´n
Las levaduras T. delbrueckii IGC5321 e IGC-
5323 fueron aisladas y caracterizadas parcialmen-
te por Almeida y Pais (1996). Estos autores han
demostrado la buena capacidad fermentativa de
estas cepas en masas saladas congeladas. Sin em-
bargo, no aparece en dicho trabajo ninguna refe-
rencia a la produccio´n de masas dulces frescas o
congeladas. Tampoco se describe la produccio´n
de biomasa en medios industriales limita´ndose su
crecimiento a medios sinte´ticos.
Uno de los principales requisitos de una cepa
industrial de panader´ıa es un crecimiento ra´pido y
un buen rendimiento de biomasa en medios indus-
triales de melaza. Como se observa en los datos
presentados en la ﬁgura 1, las cepas de Torulas-
pora delbrueckii IGC5321 e IGC5323 crecen en
medio de melaza con una velocidad de crecimien-
to de (0.29 h−1) y de (0.28 h−1) respectivamente,
similar a la encontrada para cepas comerciales de
Saccharomyces cerevisiae Plus Vital y Cinta Roja
(0.32 h−1). En estas condiciones de cultivo se ob-
tiene un rendimiento en biomasa similar al obser-
vado en cepas comerciales (ver tabla 1).
TABLA 1
Rendimiento en biomasa de diferentes cultivos
de levadura en medio melaza∗
Gramos por
Cepa litro (s.h.)
T. delbrueckii (IGC5321) 24.5
T. delbrueckii (IGC5323) 22.2
Cinta Roja 26.5
Plus Vital 24.2
∗ El cultivo se llevo´ a cabo a 30◦C y 200
r.p.m. Las ce´lulas se inocularon a una
D.O.600 = 0.05 y se determino´ la produc-
cio´n de biomasa tras 24 horas de cultivo.
s.h.: sustancia hu´meda
La biomasa as´ı obtenida ha sido utilizada para
la produccio´n de masa panaria y masa dulce, de
acuerdo con la formulacio´n descrita en la tabla 2,
utilizando una harina con una energ´ıa de defor-
macio´n (W) de 13.82 x 10−3 J (determinada en
el alveo´grafo).
TABLA 2
Formulacio´n de masas dulces y saladas
Ingre- Masa Masa dulce
dientes salada 8% 20%
azu´car azu´car
Harina 250 g 250 g 250 g
Levadura 7 g 7 g 7 g
Sal 5 g 5 g 5 g
Azu´car - 20 g 50 g
Agua 118 ml 118 ml 118 ml
Como se recoge en la tabla 3, las cepas de
Torulaspora estudiadas son capaces de fermentar
tanto masas saladas como dulces. En especial, la














produccio´n de gas, incluso en masas con un con-
tenido del 20% de sacarosa. En estas condiciones
las cepas comerciales de S. cerevisiae Plus Vital y
S. cerevisiae Cinta Roja muestran una clara dis-
minucio´n de su capacidad fermentativa.
TABLA 3
Produccio´n de CO2 en masas panarias y masas
dulces






IGC5321 811 840 529
T. delbrueckii
IGC5323 780 765 525
Plus Vital 585 699 158
Cinta Roja 719 529 n.d.∗
Las masas panarias se elaboraron de acuerdo a
lo descrito en el cap´ıtulo de “Ejemplo de rea-
lizacio´n de la invencio´n”. La produccio´n de




Una caracter´ıstica importante que determina
la capacidad fermentativa de S. cerevisiae en ma-
sas saladas o con un contenido bajo en sacarosa es
el nivel de actividad invertasa y maltasa. As´ı, la
fermentacio´n de masas dulces esta´ inversamente
correlacionada con el nivel de actividad invertasa
(US5801049), mientras que en el caso de masas
saladas un buen poder fermentativo esta´ correla-
cionado con un nivel elevado de actividad mal-
tasa (Beudeker y col., 1990; Oliver, 1991). Como
se muestra en la ﬁgura 2, las cepas de Torulas-
pora estudiadas presentan valores ma´s bajos de
actividad maltasa que las cepas comerciales de S.
cerevisiae analizadas. Este resultado no se corre-
laciona con la produccio´n de CO2 en masas sala-
das determinada para estas levaduras (Tabla 3).
Sin embargo, cuando analizamos el nivel de acti-
vidad invertasa podemos comprobar que las cepas
con niveles ma´s bajos de esta enzima son las que
muestran un mejor poder fermentativo en masas
dulces. En este sentido, la cepa de S. cerevisiae
comercializada para la fabricacio´n de masas sala-
das (Cinta Roja), es la que presenta el mayor nivel
de actividad invertasa y esto claramente implica
una baja capacidad fermentativa en formulacio-
nes con dosis elevadas de azu´car.
En el caso de formulaciones con un contenido
del 20% en sacarosa la presio´n osmo´tica es muy
elevada, por lo que un bajo nivel de actividad
invertasa no es suﬁciente para mantener la fer-
mentacio´n (Tabla 3). Adema´s, como se observa
en la ﬁgura 3, la presencia de sal en las formula-
ciones ensayadas disminuye la capacidad fermen-
tativa de la levadura. Este efecto es ma´s acusado
en la cepa Plus Vital, en la que la disminucio´n de
3
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la capacidad fermentativa va acompan˜ada de una
fase de latencia, con lo que se alarga el tiempo de
fermentacio´n.
A la vista de estos resultados, estas levaduras
se han sometido a diferentes condiciones de estre´s
osmo´tico y salino. Se ha estudiado su capacidad
de crecimiento en medios de cultivo conteniendo
sales como NaCl (1.4 M), KCl (1.4 M) o LiCl (0.4
M). Como se muestra en la ﬁgura 3B, el creci-
miento de la cepa Plus Vital se ve perjudicado
por la presencia de una elevada concentracio´n de
KCl y totalmente abolido por LiCl o NaCl. En
medios con 20% de sacarosa y 0.7 M de NaCl, de
nuevo la capacidad de crecimiento de esta cepa
se ve claramente afectada. Sin embargo, la cepa
de T. delbrueckii IGC5321 muestra un buen cre-
cimiento en estos medios, incluso en presencia de
NaCl o LiCl, indicando que esta cepa es osmoto-
lerante y resistente a la toxicidad del sodio. Estos
resultados se corresponden bien con su alta capa-
cidad fermentativa en masas dulces.
La resistencia a la congelacio´n es una pro-
piedad esencial en cepas comerciales de levadura
para su utilizacio´n en masas congeladas. La pe´r-
dida de la capacidad fermentativa tras el proceso
de congelacio´n-descongelacio´n se ha atribuido a
la desecacio´n y consecuente pe´rdida de electrolitos
generada por estre´s hiperosmo´tico (Hatano y col.,
1996; Myers y Attﬁeld, 1999). Adema´s, a lo largo
del almacenamiento en congelacio´n, se produce
un crecimiento de los cristales de hielo y como
consecuencia de ello, la fractura de la membrana
celular y de los orga´nulos intracelulares (Grout y
col., 1990). Con el objeto de determinar co´mo
afectan estos dos procesos a la produccio´n de gas,
se analizo´ la capacidad fermentativa de las cepas
bajo estudio, en masas dulces o saladas almacena-
das en congelacio´n durante diferentes periodos de
tiempo. Como se observa en la ﬁgura 4, las cepas
comerciales de S. cerevisiae disminuyen su capa-
cidad fermentativa durante el proceso de conge-
lacio´n-descongelacio´n, de un 25 a un 40%, tanto
en masas dulces como saladas (tiempo 0’). Por el
contrario esta reduccio´n fue tan solo del 10-12%
en masas elaboradas con T. delbrueckii IGC5321.
Este resultado esta´ en concordancia con la apa-
rente osmotolerancia intr´ınseca que presenta esta
cepa de T. delbrueckii. Finalmente, todas las ce-
pas estudiadas muestran una clara disminucio´n
gradual de su poder fermentativo con el tiempo de
almacenamiento en congelacio´n, siendo ma´s acu-
sado para las cepas comerciales de S. cerevisiae
analizadas en este estudio.
La mayor´ıa de las masas dulces producidas en
la industria contienen ingredientes como huevo o
margarina. Siguiendo la formulacio´n indicada en
la tabla 4, se elaboraron masas con las cepas Plus
Vital y T. delbrueckii IGC5321, en las cuales se
determino´ la produccio´n de CO2 en fresco y tras
diferentes periodos de almacenamiento en conge-
lacio´n. De nuevo, como se muestra en la ﬁgura
5, T. delbrueckii IGC5321 mostro´ una mejor pro-
duccio´n de gas, medida a trave´s del incremento






















Huevo entero batido pasteurizado 12 g
Clara de huevo pasteurizada 20 g
Leche en polvo 1 g
Margarina 10 g
Emulgente (80% lecitina y 20%
DATEM) 1 g
∗ W=40.0 x 10−3 J (alveo´grafo)
Descripcio´n del contenido de los dibujos
Figura 1: Curva de crecimiento a 30◦C en me-
dios industriales de melaza de las cepas
de Torulaspora delbrueckii, IGC5321(•) e
IGC5323 (©) y de las cepas de Saccharomy-
ces cerevisiae Cinta Roja ( ) y Plus Vital
( ).
Figura 2: Nivel de actividad invertasa y maltasa
detectado en levaduras crecidas en medios
industriales de melaza. Ce´lulas de Toru-
laspora delbrueckii IGC5321 (Td21), Toru-
laspora delbrueckii IGC5323 (Td23), Cinta
Roja (CR) y Plus Vital (PV) fueron cul-
tivadas en medio melaza (DO600 = 24-26)
y procesadas para la determinacio´n de ac-
tividades enzima´ticas, siguiendo el procedi-
miento descrito por Niederacher y Entian
(1987). Los valores representan la media de
al menos dos experimentos independientes.
Figura 3: Efecto de la adicio´n de diferentes sa-
les en el crecimiento y capacidad fermenta-
tiva de las levaduras ensayadas en este es-
tudio. (A) Incremento en el volumen de la
masa a lo largo del tiempo de fermentacio´n
de una masa salada (panel izquierdo) y de
una masa dulce (panel derecho) elaborada
con la cepa Plus Vital ( , PV) o con la
cepa T. delbrueckii IGC5321 (•, Td21).
(B) Comparacio´n del crecimiento de estas
cepas de levadura de panader´ıa en medio
sinte´tico, YP-agar (1% extracto de levadu-
ra, 2% peptona, 2% de agar), suplemen-
tado con 2% glucosa (YPD) o 20% de sa-
carosa (YPS) y diferentes sales, NaCl, KCl
o LiCl. Las placas fueron incubadas a 30◦C
durante 2-4 d´ıas.
Figura 4: Efecto de la congelacio´n y del almace-
namiento sobre la capacidad fermentativa
de diferentes cepas de levadura de pana-
der´ıa. Masas saladas (A) y masas dulces
(B) elaboradas con las levaduras T. delbrue-
ckii, IGC5321 (•) e IGC5323 (©) y S. ce-
4
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revisiae, Cinta Roja ( ) y Plus Vital ( ),
fueron congeladas a -80◦C durante 1 hora y
almacenadas a -20◦C durante 3 horas (0’)
o hasta 90 d´ıas. Los valores representan la
cantidad relativa de gas producido respecto
a una masa control no congelada y son me-
dia de dos experimentos independientes.
Figura 5: Produccio´n de gas en masas tipo
“briox” frescas y congeladas. Incremento en
el volumen de la masa a lo largo del tiempo
de fermentacio´n de una masa elaborada con
la cepa T. delbrueckii IGC5321 (negro) o
con Plus Vital (blanco).
Ejemplo de realizacio´n de la invencio´n
1. Produccio´n de biomasa
En esta invencio´n, la produccio´n de biomasa
de levadura se ha llevado a cabo en frascos de
1 litro conteniendo 250 ml de medio de cultivo
de melazas con la siguiente composicio´n: 116.6
g de melaza de remolacha (con un contenido del
49% sacarosa), 1.5 g de sulfato amo´nico, 0.15 g
de a´cido ortofosfo´rico y 20 μg de biotina por litro.
El medio se ajusto´ a pH 5.0 con 1M HCl.
El medio de cultivo es inoculado a una D.O.600
inicial de 0.05 a partir de un precultivo en el
mismo medio. Tras 24 horas de cultivo a 30◦C y
200 rpm, la levadura es recogida mediante centri-
fugacio´n y lavada con agua para eliminar los res-
tos de melaza. Posteriormente es ﬁltrada a trave´s
de una placa porosa, obtenie´ndose una pastilla de
levadura con un contenido en humedad en tomo
al 72%.
2. Elaboracio´n de masas y proceso de congelacio´n
Las masas descritas en la presente invencio´n
se han elaborado siguiendo la formulacio´n presen-
tada en la tabla 2. Los distintos ingredientes se
han an˜adido en so´lido con la excepcio´n del azu´car
y la levadura, que se han desleido en el agua que
se aporta en la formulacio´n. Se amaso´ en una
amasadora MAHOT LABO 25 MIXER durante
8 minutos a alta velocidad. Se dividio´ en pie-
zas de 315 g y se moldeo´ a mano hasta conseguir
una la´mina de masa de 0.5 cm de espesor, que se
introdujo en bandejas de aluminio envueltas en
pla´stico. Finalmente, se congelo´ a -80◦C durante
1 hora y se almaceno´ en una ca´mara de conge-
lacio´n a -20◦C.
3. Produccio´n de CO2
Se determino´ en un rheofermento´metro (Cho-
pin) durante 3 horas a 28.5◦C. En todos los casos
se analizo´ la produccio´n de gas en una pieza sin
congelar a la que denominamos “masa control”.
El resto de piezas almacenadas en congelacio´n se
analizaron de la misma manera, tras su desconge-
lacio´n en una cabina de fermentacio´n durante 30
minutos a 30◦C.
4. Efecto de la congelacio´n/descongelacio´n
La tolerancia a la congelacio´n se compara con
la presentada por otras cepas de panader´ıa comer-
ciales, crecidas en las mismas condiciones. Las
masas, tanto saladas (4A) como dulces (4B), fue-
ron congeladas a -80◦C durante 1 hora y alma-
cenadas a -20◦C durante 3 horas (0’) o hasta 60















5. Efecto de otros ingredientes en las masas tipo
“briox”
Se elaboraron masas con la formulacio´n pre-
sentada en la tabla 4, prepara´ndose segu´n el pro-
ceso descrito en el punto 2. Se midio´ el incre-
mento en el volumen de las masas elaboradas
con la cepa T. delbrueckii IGC5321, tanto fres-
cas como congeladas durante el per´ıodo de tiempo
indicado en la ﬁgura 5 y se comparo´ con el incre-
mento del volumen en las mismas condiciones de
la masa fermentada con la cepa Plus Vital.
6. Efecto del estre´s osmo´tico y salino en la capa-
cidad fermentativa y en el crecimiento de cepas
de levadura de panader´ıa
Las cepas T. delbrueckii IGC5321 y Plus Vital
se crecieron en medio YPD (1% extracto de le-
vadura, 2% peptona y 2% glucosa) hasta fase
exponencial (DO600 = 0.3-0.5), se recogieron por
centrifugacio´n, se diluyeron y se plaquearon en
YPD so´lido (2% agar) conteniendo NaCl (1.4 M),
KCl (1.4 M) o LiCl (0.4 M). Adema´s se ensayo´ el
crecimiento en placas de YP conteniendo 20% de
sacarosa en ausencia de NaCl o en presencia de
0.7 M de NaCl. Las placas se incubaron a 30◦C
durante 2 a 4 d´ıas.
La presencia de 2% de sal en formulaciones
de masa dulce conteniendo 20% de sacarosa, dis-
minuye la capacidad fermentativa de las dos le-
vaduras ensayadas como se observa en la ﬁgura 3
A, siendo este efecto mucho ma´s acusado para la
cepa Plus Vital. El incremento de volumen de la
masa se ha medido en un vaso calibrado usando
masas de 100 g. elaboradas como se especiﬁca en
el punto 2.
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REIVINDICACIONES
1. Utilizacio´n de las levaduras Torulaspora
delbrueckii IGC5321 e IGC5323 para la fermen-
tacio´n de masas dulces.
2. Utilizacio´n de las levaduras segu´n la reivin-
dicacio´n 1 caracterizada porque la masa dulce
tiene un contenido en sacarosa menor al 10%.
3. Utilizacio´n de las levaduras segu´n las rei-
vindicaciones 1 y 2 caracterizada porque la ma-
sa dulce es fresca o congelada.
4. Utilizacio´n de la levadura T. delbrueckii
IGC5321 segu´n la reivindicacio´n 1 para la fer-














la masa tiene un contenido en sacarosa del 10 al
20%.
5. Utilizacio´n de la levadura T. delbrueckii
IGC5321 segu´n la reivindicacio´n 4 caracteri-
zada porque es una masa fresca o congelada.
6. Utilizacio´n de las levaduras segu´n las rei-
vindicaciones 1 a la 5 caracterizada porque la
masa dulce contiene en su formulacio´n adema´s de
sacarosa los ingredientes: leche, huevo, margarina
o emulgentes.
7. Utilizacio´n de las levaduras segu´n la reivin-
dicacio´n 6 caracterizada porque la masa dulce
es fresca o congelada.
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